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III. METODOLOGI PENELITIAN 
 
3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 
 Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Ilmu dan Teknologi Pangan 
Universitas Muhammadiyah Malang, Laboratorium Bioteknologi Universitas 
Muhammadiyah Malang, dan Laboratorium Kimia Universitas Muhammadiyah 
Malang, mulai bulan November 2014 sampai dengan Mei 2015. 
3.2 Bahan dan Alat Penelitian 
3.2.1 Bahan 
 Bahan-bahan yang digunakan dalam kopigmentasi penelitian ini adalah 
bunga mawar merah lokal Batu yang diperoleh dari Desa Punten Kecamatan 
Bumiaji Kota batu, bunga kana merah yang diperoleh dari kebun UMM,  anggur 
Probolinggo yang diperoleh dari pasar Merjosari Malang dan  kayu secang yang 
diperoleh dari Pasar Besar Malang. 
 Bahan-bahan yang digunakan dalam pembuatan permen jelly sirsak 
yaitu buah sirsak, sukrosa, glukosa, agar-agar, karagenan, dan air. Adapun 
bahan-bahan kimia yang digunakan adalah asam sitrat, aquades, indikator 
phenopthalin, H2SO4, KI, NaOH, Na-Thiosulfat, amilum, Iodin 0,1 N, larutan 
Loff Schrool, dan DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) dan larutan buffer. 
3.2.2  Alat 
 Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah seperangkat 
glassware, pH meter merk WTW 315i/sen, spektrofotometer UV-1601 UV-
Visible, Trimulus Colorimeter/ Color Reader CR-10, Hand Refractometer merk 
Atago brix, sentrifugase PLC series, disc mill, cabinet drayer, kertas Whatman 
23 
 
 
 
41, kertas saring,  timbangan analitik, lemari es, pisau, loyang, plastik, panci, 
cawan petri, cawan porselen, oven, desikator, tanur, waterbath digital thermostat 
hh-4, kain saring dan spatula. 
3.3 Metode Penelitian 
 Penelitian ini dilakukan dengan 2 tahap utama, tahapan pendahuluan 
ekstraksi antosianin  mawar merah lokal Batu, kana merah, anggur Probolingga 
dan kayu secang kemudian dilakukan pengujian pH, absorbansi, intensitas warna, 
total padatan terlarut (TPT) dan DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) sebagai uji 
daya antioksidan. Penelitian tahap I yaitu pengujian stabilitas brazilein dengan 
sumber antosianin lainnya yang meliputi, bunga mawar merah lokal Batu, bunga 
kana merah, dan anggur Probolinggo. Penelitian tahap II yaitu aplikasi 
kopigmentasi brazilein dengan berbagai macam sumber antosianin pada permen 
jelly sirsak. 
Penelitian tahap I : Pengujian stabilitas brazilein dengan sumber antosianin   
           lainnya. 
 Rancangan yang digunakan adalah Rancangan Acak Kelompok (RAK) 
dengan 2 (dua) faktor yang disusun secara faktorial. Faktor pertama adalah 
sumber antosianin dengan 3 level dan faktor ke dua adalah proporsi antosianin 
dan brazilein kayu secang 4 level, 1:0, 1:1, 1:2, dan 2:1 dengan 3 (tiga) kali 
pengulangan.  
Faktor 1 : Sumber antosianin (A) 
A1 : Anggur Probolinggo 
A2 : Bunga Kana Merah 
A3 : Bunga Mawar Merah Batu 
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Faktor 2 : Proporsi antosianin dan brazilein (B) 
Bo : Perbandingan antosianin dan brazilein 1:0 
B1 : Perbandingan antosianin dan brazilein 1:1 
B2 : Perbandingan antosianin dan brazilein 1:2 
B3 : Perbandingan antosianin dan brazilein 2:1 
Tabel 4. Kombinasi perlakuan adalah sebagai berikut ; 
A/B B0 B1 B2 B3 
A1 A1B0 A1B1 A1B2 A1B3 
A2 A2B0 A2B1 A2B2 A2B3 
A3 A3B0 A3B1 A3B2 A3B3 
Penelitian tahap II :. Aplikasi hasil kopigmentasi antosianin dan brazilein pada  
permen jelly sirsak 
Aplikasi antosianin dan brazilein diambil dari 4 kombinsi perlakuan 
terbaik dengan uji deGarmo, dan diperoleh hasil yaitu perlakuan A1B2, A2B1, 
A2B3, dan A3B2. Kombinasi 4 perlakuan terbaik akan diuji daya antioksidan 
menggunakan DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) untuk mendukung perlakuan 
terbaik. Pada pengamatan daya antioksidan diambil 2 perlakuan yang tertinggi 
yaitu A2B3 dan A3B2, kemudian diperlakukan 3 level konsentrasi penambahan 
pigmen tersebut (0; 25%; dan 50%) akan diaplikasikan pada permen jelly sirsak. 
Perlakuan tahap II : 
P0 : Permen jelly sirsak (kontrol) 
P1 : Permen jelly sirsak dengan penambahan filtrat 25% A2B3 
P2 : Permen jelly sirsak dengan penambahan filtrat 50% A2B3 
P3 : Permen jelly sirsak dengan penambahan filtrat 25% A3B2 
P4 : Permen jelly sirsak dengan penambahan filtrat 50% A3B2 
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3.4 Prosedur Pelaksanaan Penelitian 
3.4.1 Ekstraksi Antosianin Mawar Merah Lokal Batu, Kana Merah, dan  
Anggur Probolinggo (Saati,  2011) 
Proses ekstraksi pigmen dengan menimbang bahan sebanyak 15 g, 
dimasukkan ke dalam blender dan ditambahkan pelarut yaitu aquades 95 ml, dan 
asam sitrat 5 gram. Hancuran disimpan dalam lemari pendingin selama 1 jam 
pada suhu 10ºC-12ºC supaya pigmen antosianin yang terekstrak lebih maksimal. 
Kemudian memisahkan filtrat dan ampas mawar dengan penyaringan 
menggunakan kain saring dan pemerasan. Larutan disentrifuse selama 10 menit 
dengan kecepatan 4000 rpm untuk memisahkan filtrat dan residu, kemudian 
disaring menggunakan penyaringan kertas Whatman 41. Filtrat yang diperoleh 
dilakukan pengamatan pH (pH meter), absorbansi (spektrofotometer λ 490-540 
nm), total padatan terlarut (TPT), DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) dan 
pengukuran warna dengan menggunakan color rider untuk melihat nilai L, a, dan 
b. 
3.4.2 Ekstraksi Brazilein ( Ye Min et al., 2006)  
Serutan kayu secang sebelum diekstraksi dilakukan pengamatan kadar air, 
kadar abu, pH dan DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil). Serutan kayu secang 
sebanyak 100 gram kayu secang diekstrak dengan 1000 ml aquades sebanyak 
3x30 menit pada suhu 80°C. Filtrat dan ampas kayu kemudian dipisahkan dengan 
kain saring. Filtrat yang didapat kemudian disaring kertas Whatman No.41. Filtrat 
yang telah diperoleh kemudian dilakukan pengamatan pH (pH meter), absorbansi 
(spektrofotometer λ 445 nm), total padatan terlarut (TPT), DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) dan pengukuran warna dengan menggunakan color rider untuk 
melihat nilai L, a, dan b. 
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3.4.3 Kopigmentasi Antosianin dan Brazilein 
Pencampuran dilakukan dengan mencampurkan ekstrak antosianin lainnya 
dan brazilein kayu secang dengan perbandingan 1:0, 1:1, 1:2, dan 2:1 (v/v total). 
Hasil pencampuran antosianin dan brazilein kemudian dilakukan pengamatan pH 
(pH meter), absorbansi (spektrofotometer λ 400-560 nm), total padatan terlarut 
(TPT), pengukuran warna dengan menggunakan color reader untuk melihat nilai 
L, a, dan b, serta DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) dari 4 perlakuan terbaik. 
3.3.4 Aplikasi Kopigmentasi Antosianin dan Brazilein Pada Permen Jelly   
 Sirsak 
 Aplikasi antosianin dan brazilein diambil dari 4 kombinasi perlakuan 
terbaik (tahap sebelumnya) dengan didukung nilai DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) yang tertinggi kemudian 2 yang akan diaplikasikan pada permen 
jelly sirsak. Memblender air dengan volume 150 ml  dengan 100 gram buah sirsak 
tanpa kulit dan biji, kemudian saring untuk diambil filtratnya dan campurkan 
dengan 50% gula pasir (sukrosa), 25% glukosa, 5% karagenan dan 7% agar-agar 
dan masak hingga mendidih. Setelah itu, api dimatikan dan setelah suhu mencapai 
45°C dicampurkan dengan Kopigmentasi antosianin dan brazilein dengan level 0, 
25% dan 50% dan adonan diletakkan pada cetakan. Jelly dalam cetakan 
didiamkan terlebih dahulu pada suhu ruang, kemudian dilakukan penyimpanan 
pada freezer selama 20 jam, setelah itu dilakukan pengecilan ukuran dan 
dilakukan pengeringan dengan cabinet dryer dengan suhu 50°C selama 10 jam. 
Selanjutnya dilakukan analisa pH (pH meter), intensitas warna 
(menggunakan color reader untuk melihat nilai L, a, dan b,), kadar air, kadar abu, 
total asam tertitrasi, vitamin C, gula reduksi dan uji organoleptik yang meliputi 
rasa, warna, dan tekstur 
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3.5 Parameter Pengamatan 
 Pada penelitian ini akan dilakukan beberapa pengamatan, yaitu : 
1. Pengujian interaksi antara keberagaman sumber antosianin dan brazilein  : 
pengamatan pH (pH meter), absorbansi (spektrofotometer λ  400-560 nm), 
pengukuran warna dengan menggunakan color rider untuk melihat nilai L, 
a, dan b, total padatan terlarut (TPT), dan DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) pada 4 perlakuan terbaik. 
2. Analisa Pengujian antosianin dan brazilein pada permen jelly sirsak: pH (pH 
meter), intensitas warna (menggunakan color reader untuk melihat nilai L, a, 
dan b), kadar air, kadar abu, vitamin C, total asam tertitrasi, gula reduksi 
dan uji organoleptik yang meliputi rasa, warna, dan kekenyalan. 
3.6 Metode Analisa Antosianin dan Brazilein 
3.6.1 Penentuan Absorbansi (Jenie dkk., 1997) 
 Penentuan absorbansi menggunakan spektrofotometer pada panjang 
gelombang antosianin 490-540 nm dan brazilein 445 nm. Cara kerjanya adalah 
menyiapkan larutan sampel dan larutan blanko dalam kuvet, setelah itu kuvet 
dimasukkan dalam spektrofotometer menggunakan panjang gelombang tertentu 
maka akan diperoleh absorbansi larutan sampel. 
3.6.2 Penentuan Intensitas Warna (Fabre et al., 1993) 
 Warna sampel hasil ekstraksi ditentukan dengan alat Data Color Chroma 
Sensor yang mengukur spektrum sinar dengan cara merefleksikan dan 
mengkonversinya ke set koordinat seperti L, a dan b. Koorninat-koordinat ini 
menunjukkan sistem tiga dimensi yang mengandung semua warna. Nilai L 
mewakili lightness, yaitu 0 untuk hitam dan 100 untuk putih, axis a menunjukkan 
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intensitas warna merah (+) atau hijau (-), axis b menunjukkan intensitas warna 
kuning (+) atau biru (-). 
3.6.3 Penentuan pH 
 Mula-mula dilakukan standarisasi pH meter, yaitu menyalakan pH meter 
beberapa saat agar stabil. Elektroda dibersihkan dengan tissu kemudian 
dimasukkan dalam larutan buffer dan pengukuran pH dilakukan. Pengaturan 
standarisasi pH meter disesuaikan dengan pH larutan buffer. 
 Sampel dimasukkan dalam beaker glass. Elektroda dibilas dengan aquades 
dan dikeringkan dengan kartas tissu. Elektroda dicelupkan kedalam larutan 
sampel dan pengukuran pH dilakukan. Elektroda dibiarkan tercelup beberapa saat 
sampai diperoleh pembacaan angka yang stabil dan menunjukkan pH sampel di 
catat. 
3.6.4 Penentuan Total Padatan Terlarut (Norman, 1998) 
 Analisa nilai  total padatan terlarut dilakukan dengan menggunakan alat 
Hand Refraktometer. Mula-mula dilihat contoh air yang telah diuji pada ruangan 
(suhu air harus sama seperti suhu kamar) tanpa menghiraukan suhu pengukuran. 
Garis pada lingkanran diatur ke posisi nol dengan menggunakan skrup pengatur 
untuk kalibrasi, kemudian ukur contoh, catat skala yang terbaca. Variasi suhu 
ruangan mungkin dapat menyebabkan kesalahan, jadi sebagai saran pengaturan 
nol harus dicek setiap 20 menit penggunaan dengan uji total padatan terlarut ini 
dilakukan dengan cara meneteskan dengan menggunakan aquades. Kemudian, 
untuk menganalisa beberapa sampel letakkan pada kaca sensor yang terdapat pada 
hand refraktometer dan angka °brix dapat segera terbaca. Setelah itu, bersihkan 
alat dengan aquades dan bilas dengan tisu.   
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3.6.5 Penentuan Aktivitas Antioksidan dengan  Metode DPPH (1,1-difenil-2- 
         pikrilhidrazil)  
 Pada masing-masing larutan uji dipipet 1,0 mL masukkan dalam tabung 
reaksi, ditambahkan 1,0 mL DPPH 100 µg/mL lalu ditambahkan 2,0 mL metanol 
kemudian homogenkan, diinkubasi pada suhu 37ºC selama 30 menit dan diukur 
absorbansinya pada panjang gelombang 517 nm pada spektrofotometer. Aktivitas 
Antioksidan dapat dihitung dengan rumus: 
Aktivitas Antioksidan = 100 x (1- Absorbansi Sampel ) 
                  Absorbansi Kontrol 
 
3.7 Metode Analisa Permen Jelly Sirsak 
3.7.1 Kadar Air dengan Metode Oven (AOAC, 1995) 
Sampel sejumlah 3-5 gram ditimbang dan dimasukkan dalam cawan yang 
telah dikeringkan dan diketahui bobotnya. Kemudian sampel dan cawan 
dikeringkan dalam oven bersuhu 105
o
C selama 6 jam. Cawan didinginkan dan 
ditimbang, kemudian dikeringkan kembali sampai diperoleh bobot tetap. Kadar 
air sampel dapat dihitung dengan menggunakan rumus sebagai berikut : 
 Kadar Air = ( Berat Bahan + Berat Cawan) – Berat Akhir x 100% 
     Berat Bahan 
3.7.2 Kadar Abu dengan Metode Pengabuan Kering (AOAC, 1995) 
Sejumlah 3-5 gram sampel ditimbang dan dimasukkan ke dalam cawan 
porselin yang telah dikeringkan dan diketahui beratnya. Kemudian cawan dan 
sampel tersebut dibakar dengan pemanas listrik dalam ruang asap, sampai sampel 
tidak berasap dan diabukan pada tanur pengabuan pada suhu 550
o
C sampai 
dihasilkan abu yang berwarna abu-abu terang atau bobotnya telah konstan.  
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Selanjutnya kembali didinginkan di desikator dan ditimbang segera setelah 
mencapai suhu ruang. Cara perhitungan kadar abu total : 
 Kadar abu = Bobot Abu x 100% 
           Bobot Sampel 
3.7.3 Kadar Total Asam Tertitrasi ( Sudarmadji dkk., 1997) 
 Pengukuran dilakukan dengan menimbang sampel sebanyak 5 gram dalam 
labu ukur 100 ml melarutkan sampai tanda tera. Kemudian, menyaring dengan 
kertas saring untuk memisahkan filtrat dan ampas, setelah itu mengambil filtrat 5 
ml dimasukkan dalam erlenmeyer lalu titrasi dengan larutan NaOH 0,1 N dengan 
menggunakan indikator phenopthalin sebanyak 3 tetes hingga berwarna merah 
muda. Persentase total asam dihitung dengan menggunakan rumus: 
  Kadar TAT = (ml NaOH x N NaOH x Fp x 164) x 100% 
    Berat Bahan (g) x 1000 
Keterangan: 
Fp = faktor pengenceran 
164 = BM Asam Sitrat 
3.7.4 Kadar Vitamin C ( Sudarmadji dkk., 1997) 
 
Pengukuran dilakukan dengan menimbang sampel sebanyak 5 gram dalam 
labu ukur 100 ml melarutkan sampai tanda tera. Kemudian, menyaring dengan 
kertas saring untuk memisahkan filtrat dan ampas, setelah itu mengambil filtrat 5 
ml dimasukkan dalam erlenmeyer lalu titrasi dengan larutan iodin 0,01 N dengan 
menggunakan indikator amilum sebanyak 3 tetes hingga berwarna biru 
kecoklatan.  
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Persentase vitamin C dihitung dengan menggunakan rumus: 
Kadar Vitamin C = ml Iodin x 0,88 x Fp x 100% 
Berat Bahan (g) x 1000 
Keterangan : 
Fp = faktor pengenceran 
1 ml 0,01 N iodin = 0,88 mg asam Askorbat 
3.7.5 Kadar Gula Reduksi ( Luff Schoorl) ( Sudarmadji dkk., 1997) 
 Pengukuran dilakukan dengan menimbang sampel sebanyak 2 gram dalam 
labu ukur 50 ml melarutkan sampai tanda tera. Kemudian, menyaring dengan 
kertas saring untuk memisahkan filtrat dengan ampasnya, lalu filtrat diambil 12,5 
ml dan campurkan dengan larutan Luff Schoorl 12,5 ml dan panaskan pada 
pendingin balik selama 10 menit, selanjutnya didinginkan dan tambahkan 12,5 ml 
H2SO4 26,5 % dan 7,5 ml KI 20%. Kemudian Yodium yang telah dibebaskan 
dititrasi dengan larutan Na-thiosulfat 0,1 N dengan indikator pati 2-3 tetes, akhir 
titrasi ditandai dengan perubahan warna menjadi putih susu. Perhitungan 
dilakukan dengan mengetahui selisih antara titrasi blanko dan titrasi contoh dapat 
dicari dengan menggunakan tabel. Setelah itu, pengukuran gula reduksi dilakukan 
dengan rumus : 
 Kadar Gula Reduksi = mg glukosa x Fp x 100% 
    Berat contoh 
Keterangan : 
Fp= faktor pengenceran 
3.7.6 Nilai pH (Ockerman, 1983) 
Pengukuran dilakukan dengan pH meter yang telah dikalibrasi dengan 
larutan standar pH. Contoh adonan permen jelly sebanyak 1 gram dan 
ditambahkan aquades 2 ml, kemudian diukur pH nya dengan meletakkan katoda 
32 
 
 
 
pada larutan buffer 7 untuk menetralkan pH, kemudian katoda diletakkan pada 
sampel yang bercampur dengan aquades dan catat pH dari sampel tersebut 
kemudian cuci dengan aquades. 
3.7.7 Penentuan Intensitas Warna (Fabre et al., 1993) 
 Warna sampel hasil ekstraksi ditentukan dengan alat ACS Data Color 
Chroma Sensor 3 yang mengukur spektrum sinar dengan cara merefleksikan dan 
mengkonversinya ke set koordinat seperti L, a dan b. Koorninat-koordinat ini 
menunjukkan sistem tiga dimensi yang mengandung semua warna. Nilai L 
mewakili lightness, yaitu 0 untuk hitam dan 100 untuk putih, axis a menunjukkan 
intensitas warna merah (+) atau hijau (-), axis b menunjukkan intensitas warna 
kuning (+) atau biru (-). 
3.7.8 Uji Organoleptik (Rahayu, 1998) 
Uji organoleptik dilakukan dengan parameter rasa, warna, dan kekenyalan. 
Pengujian nilai organoleptik dilakukan dengan bantuan panelis (15 orang) lalu 
diambil data berdasarkan skala hedonik. 
Tabel 5. Uji Organoleptik  
 
Skala Hedonik 
Rasa 
Skala Hedonik 
Warna 
Skala Hedonik 
Tekstur 
Skor 
Sangat Suka 
Suka 
Kurang Suka 
Tidak Suka 
Sangat Menarik 
Menarik 
Kurang Menarik 
Tidak Menarik 
Sangat Kenyal 
Kenyal 
Kurang Kenyal 
Tidak Kenyal 
4 
3 
2 
1 
 
Setelah data diperoleh dari panelis maka akan ditabulasi untuk 
menentukan mutu dari permen jelly sirsak dengan mencari rata-rata setiap skala 
numerik yang diberikan panelis. 
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Gambar 4. Diagram Alir Ekstraksi Antosianin dari Bunga Kana dan Mawar 
Merah 
 
 
Bunga mawar merah lokal 
(Batu),bunga kana dan Anggur 
Probolinggo 
Sortasi 
Penyimpanan di dalam lemari 
pendingin selama 1 jam 
Pelarut 
(Aquades : 
Asam 
Sitrat = 9:1) 
Penyaringan (Kertas Whatman 
no 41) 
Pemisahan Filtrat (sentrifuse 
4000 rpm : 10 menit) 
Filtrat antosianin 
bunga mawar/ bunga 
kana, dan Anggur 
Probolinggo 
Analisa : pH, 
absorbansi (λ 
490-540 nm), 
intensitas warna, 
TPT, dan daya 
antioksidan 
Sumber Bahan 
Kualitas Buruk 
Residu 
Ampas 
Penghancuran dengan blender 
Penyaringan dengan Kain Saring 
 Analisa: 
kadar air, 
gula total, 
dan pH 
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Gambar 5. Diagram Alir Ekstraksi Brazilein Kayu Secang 
 
 
 
 
 
 
 
Serbuk kayu 
secang 100 gram 
Penyaringan dengan 
kertas Whatman No. 41 
Penyaringan dengan kain saring 
Ekstrak dengan aquades 1 liter 
(80°C, selama 30 menit) 
Ampas 
Filtrat Brazilein 
Filtrat 
Analisa : pH, 
absorbansi λ 445 nm, 
intensitas warna, 
TPT, dan daya 
antioksidan 
 
 
 Analisa: 
kadar air, 
gula total, 
dan pH 
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Gambar 6. Diagram Alir Pembuatan Permen Jelly Sirsak 
 
 
Sari sirsak 
100 ml 
Masak hingga mendidih 
Mendinginkan pada 
suhu ruang  
Mencampurkan dengan 
kopigmentasi 0, 25%, dan 
50% 
glukosa 25%, 
sukrosa 50%, 
agar-agar 7% dan 
karagenan 5% 
 
Permen 
Jelly 
Mendiamkan sampai 
suhu 45ºC 
Analisa : pH,  
intensitas warna, 
 kadar air, 
 kadar abu,  
TAT,  
vitamin C,  
gula reduksi,  
absorbansi (λ400-560 nm) 
dan uji organoleptik : 
rasa, warna dan tekstur. 
Menyimpan pada freezer selama 
20 jam 
Mengeringkan dengan cabinet 
selama 10 jam pada suhu 50°C 
